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 生物の胚発生は、細胞の遺伝子発現パターンの確立、その状態の細胞分裂を越
えた維持、そしてそのパターンに基づいた細胞の分化によって進行する。これら
の 過 程 の う ち 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 細 胞 分 裂 を 越 え て 維 持 さ れ る 現 象
は ”Cellular Memory”と呼ばれ、古くから生物学上の中心問題のひとつとして多
くの人々の関心を集めてきた。ショウジョウバエにおける Polycomb 遺伝子群
(PcG)、 tr ithorax 遺伝子群 ( trxG)、及び他種でのそれらの相同遺伝子群は、こ
の ”Cellular Memory”の過程に必須な遺伝子であり、 PcG、 trxG 遺伝子はそれぞ
れ、遺伝子発現の OFF 及び ON の状態の維持に関与していると考えられている。
これらの遺伝子の翻訳産物は核内で複合体を形成し、クロマチンの高次構造に影
響を及ぼすことによりその機能を発揮するという仮説が提唱されている。申請者
の属する研究室では、設立以来、発生過程における Polycomb 遺伝子群の機能に
注目してきた。PcG のメンバーはショウジョウバエにおいては少なくとも１６種
が同定されており、これらに由来するタンパク質は少なくとも２種の複合体を形
成することが知られている。１つは Polycomb repressive complex 1 (PRC1)、も
う１つは ESC-E(Z)  (extra sex combs-  enhancer of  zeste)  complex である。近年
の生化学的研究により ESC-E(Z)  complex 中の E(Z)がヒストン H3 の N 末から 27
番目のリジンをメチル化し、それを目標として PRC1 がクロマチンに結合し、そ
の結果クロマチンの凝集状態を維持する、というモデルが提唱されている。  
 申請者の研究室ではゼブラフィッシュおよびメダカをモデル動物として用い、
いくつかの PcG 相同遺伝子を単離してきた。それらのうち ph2 という、ショウ
ジョウバエ PRC1 のコアメンバーである ph のホモログは 1 つの遺伝子座からサ
イズの異なる ph2αと ph2βという 2 つの転写産物を生じ、それらは空間的にも時
間的にも異なった発現パターンを示す。ph2βが発生過程を通じて常に存在してい
るのに対して、ph2αは原腸胚形成期の終わりごろから、体節形成期の間にのみ発
現する。また、体節形成期において ph2αは各体節の後方側に、 ph2βはその前方
側に局在する。このような発現パターンは、他の PcG メンバーには見られない。
本遺伝子のこのような構造的、および発現パターンの特異性から申請者の研究室
ではこれらの分子に特に注目して解析を行ってきた。ph2βについては、本研究以
前に機能解析の基礎的部分が完了していた。そこで申請者は機能解析が全くなさ
れていなかった ph2αに注目し、その機能解析の解析を行った。本論文はその結
果をまとめたものである。  
 ゼブラフィッシュの ph2αの機能解析を行うに当り、申請者はモルフォリノに
よる遺伝子ノックアウトの手法を用いた。モルフォリノは生体内で特定の mRNA
に対して安定なアンチセンス分子として働き、翻訳を特異的に阻害する。 ph2α
の翻訳開始領域をターゲットとするモルフォリノを設計し胚への注入実験を行っ
たところ、モルフォリノ注入胚 (モルファントと呼ぶ )では、原腸胚期の終わりに、
尾芽の後方側が突出する、尾芽が完全に閉じない、という表現型が観察された。
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これらの表現型は原腸胚期に起こるエピボリー (覆いかぶせ )の運動に異常が生じ
ていることを示唆している。尾芽は、中軸中胚葉、沿軸中胚葉を産生する組織で
あるため、モルファントではその後の発生で体軸の中胚葉性組織に影響が生じる
ことが予想されたが、実際、体節形成期の終わりにあたる受精後 24 時間におけ
る胚の観察では体が短くなる表現型が認められた。以上の結果から、ph2αはエピ
ボリー及びそれに引き続く尾芽形成に必要であると結論した。  
 次に、ph2αのモルファントで観察された表現型が遺伝子レベルでどのようなメ
カニズムの異常の結果生じたのかを探索するため、モルファントと今までに報告
されている様々な変異体及び遺伝子機能阻害体の表現型との比較を行った。その
結果、ph2αのモルファントと、fgf8 の突然変異体の fgf24 をモルフォリノにより
機能阻害した、いわば fgf8/ fgf24 の二重変異体に相当し、FGF シグナル経路が重
篤に異常をきたしている胚の表現型との間に、体軸の後方側で高い形態上の類似
性が確認された。さらに、 FGF シグナルにより活性化した FGF シグナルの伝達
因子である dpERK タンパクの局在と ph2αの mRNA の局在とが体軸の後方側で
完全に一致する、という事実が明らかになった。以上の類似性に基づいて申請者
は ph2αと FGF シグナル経路の間に何らかの関係があるという作業仮説を設定し、
その実験的証明を試みた。  
 まず、ph2αが FGF シグナル経路の上流で機能し、fgf 分子、或いはその受容体
( fgfr)の発現調節を行っている可能性を検討した。ここでは fgf 分子としては fgf8、
fgfr としては fgfr1 という、それぞれ胚の後方側の発生に重要であると考えられ
ている遺伝子の発現レベルを ph2αモルファントおよび ph2α  mRNA 注入胚にお
いて観察した。その結果、モルファント、mRNA 注入胚いずれにおいても fgf8、
fgfr1 の発現レベルに変化は認められなかった。この結果に基づいて ph2αは FGF
シグナル経路の上流では機能しておらず、fgf8、fgfr1 の発現には必要ではないと
結論した。  
 次に、ph2αが FGF シグナル経路の下流で機能し、FGF シグナルにより発現調
節を受けている可能性を検討している。まず、FGF シグナルの特異的な阻害剤で
ある SU5402 で処理した胚における ph2αの発現を観察したところ、薬剤処理に
よって ph2αの発現は mRNA レベルでも、タンパク質レベルでも顕著に減少して
いることが確認された。続いて、 dominant-negative 型の Fgfr1 を胚に導入する
ことにより fgfr1 の機能阻害を行ったところ、fgfr1 の機能が阻害されている細胞
においては ph2αの mRNA レベルが顕著に減少していることが確認された。逆の
アプローチとして、 fgf8 mRNA の胚への注入、 fgf8 と fgfr1 の mRNA の同時注
入、さらには構造的に常に活性化している fgfr1 の mRNA の注入などにより ph2α
の発現レベルに変化が生じるかを観察した。その結果、いずれの場合でも ph2α
の発現に変化は観察されなかった。以上の結果から、 ph2αは FGF シグナルの下
流で機能し、その発現には FGF シグナルを必要とするが、 Fgfr1 を介した Fgf8
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のシグナルだけでは ph2αの発現には不十分である、と結論した。  
 これまでの研究より、FGF シグナルは体軸の後方側の発生に必須であり、中胚
葉の分化は FGF シグナルがその下流遺伝子 T-box 遺伝子 (ntl ,  spt)を活性化し、
さらにこれらの遺伝子産物が沿軸中胚葉特異遺伝子 (papc,  myoD)を活性化して
進行させることが知られている。申請者は、体軸後方側の発生における ph2αと
FGF シグナル経路の既知の下流遺伝子群との関係を明らかにするため、 ph2αモ
ルファントにおける ntl ,  spt ,  papc,  myoD の発現パターンを観察した。その結果、
調べた全ての遺伝子について発現パターンに変化が生じていた。発現パターンの
変化に加えて､発現レベルの低下、発現細胞数の減少も観察された。FGF シグナ
ル経路とは独立のシグナル経路である Delta-Notch シグナル経路のメンバーであ
る deltaC の発現は ph2αモルファントにおいて変化が観察されなかった。以上の
結果から、 ph2αは FGF シグナルによって調節されている体軸後方側の中胚葉分
化の経路と関係しており、既知の FGF シグナル下流遺伝子の上流で機能してい
ると結論した。  
 上記のように、申請者はゼブラフィッシュの実験動物としての利点を存分に活
用した緻密な実験計画により、ph2αが正常なエピボリーの進行と、それに引き続
く尾芽形成に必要であること、ph2αが FGF シグナルの下流で機能し FGF シグナ
ル経路によって調節される体軸後方側の発生に関与していること、という 2 つの
事実を明らかにした。本研究は申請者の属する研究室の到達目標である「発生過
程におけるポリコーム遺伝子群の機能を探る」という命題に対して重要な研究の
基礎を築いた。近年、ポリコーム遺伝子群と発生過程に重要な働きを担っている
hedgehog シグナル経路との関係が、申請者の属する研究室及び海外の研究者に
よって示された。本研究はそれらの研究とともに、ポリコーム遺伝子群の発生過
程における多岐にわたる機能を示唆するものであり、個体レベルでのポリコーム
遺伝子群研究の最先端に位置していると判断される。さらに、発生生物学におけ
る長年の興味の対象であった ”Cellular Memory”の機構を解明するという点につ
いても重要な寄与をなすと考えられる。したがって本論文は、申請者が博士 (理学 )
の学位を取得するに十分に値すると判断する。  
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